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Nétropenik olmayan yogun bakim (YB) hastalari, invazif pulmoner aspergilloz (iPA) gelisimi icin
artmus risk tasimaktadir. Bu olgularda, tani icin kullanilabilecek radyolojik ve mikrobiyolojik yontemlerin
(direkt mikroskopi, kiiltiir) duyarlilik ve 6zgiilliikleri oldukca dustktir. Bu calismada, nétropenik olma-
yan YB hastalarinda iPA risk faktorlerinin degerlendirilmesi, galaktomannan (GM) antijen ve Aspergillus
niikleik asit tespiti yontemlerinin, iPA icin tanisal degerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya, Ocak-
Aralik 2013 tarihleri arasinda, gogis hastaliklari YB iinitesinde invazif mekanik ventilasyon (iMV) ile takip
edilen ve bronkoskopi uygulanan 44 hasta (13 kadin, 31 erkek; yas arahigi: 36-96 yil) dahil edilmistir.
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Nétropenik Olmayan Yogun Bakim Hastalarinda invazif Pulmoner Aspergilloz icin Risk
Faktorlerinin Degerlendiriimesi ve Bronkoalveoler Lavaj Orneklerinde Galaktomannan ve
PCR Testlerinin Tanisal Degerinin Belirlenmesi

Hastalardan bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisi ve es zamanl serum ornekleri alinmistir. BAL 6rneklerinde
Aspergillus DNA'si polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile; BAL ve serum o6rneklerde GM antijeni ise EIA
(Platelia Aspergillus, BioRad, Fransa) yéntemi ile calisiimistir. iPA icin olgu tanimlarinin olusturulmasinda
EORTC/MSG kriterleri kullanilmis; hastalar yiiksek olasi iPA, olasi iPA ve iPA olmayan olarak gruplandi-
rilmustir. iPA tanisinin konulmasinda BAL GM ve BAL Aspergillus PCR yéntemlerinin tani dederinin belir-
lenmesi icin ROC (receiver operating characteristic) analizi uygulanmistir. Hastalarin besi ylksek olasi
iPA, altisi olasi iPA olarak tanimlanmis ve nétropenik olmayan YB hastalarinda iPA insidansi %11.4 olarak
(5/44) belirlenmistir. Yiiksek olasi IPA olarak tanimlanan grupta, BAL GM diizeyleri, iPA olmayan gruba
go6re anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir (p< 0.05). Yogun bakim yatis siiresinin uzamasi, septik sok
varligi ve kiimdilatif steroid dozunun yiiksek olmasi (> 460 mg), IPA gelisimi icin risk faktorleri olarak tespit
edilmistir (p< 0.05). BAL GM icin 0.7 sinir degerinin iPA tanisindaki duyarliligi %100 (%95 giiven araligi:
47.9-100), 6zgiilligi %87.9 (%95 giiven araligi: 71.7-96.5) olarak bulunmus ve iPA tanisi icin optimal
BAL GM degeri > 0.7 olarak degerlendirilmistir. Serumda GM tespiti ve Aspergillus PCR yéntemlerinin iPA
tanisi icin 6zgullikleri yliksek bulunmakla birlikte (sirasiyla, %97.1 ve %93.9), duyarliliklarinin oldukca
distk oldugu (sirasiyla, %33.3 ve %40) izlenmistir. Sonug olarak, notropenik olmayan hastalar, yogun
bakimda yatis siiresinin uzadigi ve yiiksek doz kiimdilatif steroid kullanildigi durumlarda iPA gelisimi
acisindan degerlendirilmelidir. Bu hastalarin BAL sivisinda GM antijenin saptanmasi, diger tanisal yon-
temlerle karsilastirnldiginda iPA tanisinda etkin olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Aspergillus; invazif pulmoner aspergilloz; risk faktérleri; galaktomannan; bronkoalveoler
lavaj.

ABSTRACT

Non-neutropenic intensive care unit (ICU) patients are at particular risk for invasive pulmonary
aspergillosis. In these cases, radiological and microbiological methods (direct microscopy, culture),
which can be used for diagnosis, have quite low sensitivity and specificity. The aims of this study were to
evaluate the risk factors for invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in non-neutropenic ICU patients and to
determine the diagnostic values of galactomannan (GM) antigen and Aspergillus nucleic acid detection
methods. A total of 44 patients (13 female, 31 male; age range: 36-96 years) who had been followed
at pulmonary ICU with invasive mechanical ventilation and undergone bronchoscopy between January
to December 2013, were included in the study. Consecutive bronchoalveolar lavage (BAL) and serum
samples were obtained from all of the patients. BAL samples were tested for the presence of Aspergillus
DNA by polymerase chain reaction (PCR) and both serum and BAL samples were tested for GM antigen
by EIA method (Platelia Aspergillus, BioRad, France). EORTC/MSG criteria were used for the case
definition of IPA. Patients were classified as high-probable IPA, possible IPA and non-IPA. ROC (receiver
operating characteristics) analysis was used to determine the diagnostic values of BAL Aspergillus PCR
and BAL GM in the diagnosis of IPA. Five patients were defined as high-probable IPA and six were defined
as possible IPA; thus the incidence rate of IPA was estimated as 11.4% (5/44) among non-neutropenic
intensive care unit patients. In high-probable IPA patients, BAL GM levels were significantly higher than
non-IPA patients (p< 0.05). The prolonged duration in ICU, presence of septic shock and the use of high
cumulative doses (> 460 mg) of steroid were found to be risk factors for IPA development. The cut-off
value for GM in BAL samples was determined as 0.7, with a sensitivity rate of 100% (95% confidence
interval: 47.9-100) and a specificity rate of 87.9% (95% confidence interval: 71.7-96.5), so optimal GM
level in BAL was considered as > 0.7 for the diagnosis of IPA. The specificity rates of serum GM and BAL
Aspergillus PCR methods were high (97.1% and 93.9%, respectively), however their sensitivity rates were
found quite low (33.3% and 40%, respectively), in the diagnosis of IPA. In conclusion, development
of IPA should be assessed in non-neutropenic patients when the stay in ICU extends and high dose
cumulative steroids are used. GM antigen detection in BAL can be used effectively for diagnosis of IPA
in these patients compared to other diagnostic methods.

Keywords: Aspergillus; invasive pulmonary aspergillosis; risk factors; galactomannan; bronchoalveolar
lavage.
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GIRi$

invazif pulmoner aspergilloz, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda gériilen
ve yiiksek morbidite ve mortalite nedeni olan firsatci bir enfeksiyondur'-3. Ancak immiin
baskilanmasi olmayan yogun bakim (YB) hastalarinda da invazif pulmoner aspergilloz
(IPA) artan siklikta bildirilmekte olup insidansi %0.33-19 arasinda degiskenlik gostermek-
tedir. Nétropenik olmayan YB hastalarinda kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH)
varhgi, steroid kullanimi, coklu organ yetmezligi, yogun bakim ve hastane yatis stiresin-
deki uzama IPA gelisimini kolaylastirmaktadir>’. Ozgiil olmayan klinik ve radyolojik bul-
gular ve kolonizasyon-enfeksiyon ayriminin gticliikle yapilabildigi pozitif kiltir sonuglari
erken tani konulmasini zorlastirmaktadir®'°. iPA icin altin standart tani testi kabul edilen
histopatolojik inceleme, YB hastalarinin bilyiik cogunlugunda yapilamamaktadir''. Bu
durum, yeni tani yontemlerinin kullanildigr klinik calismalara gereksinimi artirmaktadir.

Mantar hiicre duvarinda yer alan ve doku invazyonu sirasinda salindigi bilinen galak-
tomannan (GM) antijeninin ELISA ydntemiyle viicut sivilarinda saptanmasi, IPA'nin erken
tanisinda kullaniimaktadir'2. Nétropenik hastalarda serum GM antijeninin tekrarlayan
dlctimleri IPA tanisinda kullanilmakla birlikte, ancak nétropenik olmayan hastalarda se-
rum GM &lciimiiniin duyarlilik ve 6zgilliigi disiiktiir''>. Bu olgularda, bronkoalveoler
(BAL) sivisinda GM antijeninin saptanmasinin iPA tanisindaki duyarliigi daha yiiksektir ve
klinik calismalardaki nemi giderek artmaktadir'".

Viicut sivilarinda Aspergillus nikleik asidinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile sap-
tanmasinin iPA tanisindaki duyarliligi, standardizasyon sikintisi nedeniyle degiskendir ve
ybéntemin tani algoritmalari icerisindeki yeri heniiz netlesmemistir'-'6. iPA tanisi icin ge-
listirilen klinik algoritmalar cogunlukla immuin sistemi baskilanmig hastalari kapsamakta-
dir'. Yogun bakim hastalarinda erken taniya olanak saglayan klinik algoritmalarin gelis-
tirilebilmesi icin farkli tani yaklasimlarin uygulandigi klinik calismalara ihtiyag vardir. Bu
calismanin amaci; nétropenik olmayan YB hastalarinda iPA risk faktérlerinin saptanmasi,
BAL GM antijeni ve PCR ile Aspergillus niikleik asidinin saptanmasinin, iPA icin tanisal
degerinin belirlenmesidir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Popiilasyonunun Belirlenmesi ve Verilerin Toplanmasi

Gogus hastaliklari yogun bakim unitesinde Ocak-Aralik 2013 tarihleri arasinda takip
edilen invazif mekanik ventilasyon (IMV) ihtiyaci gésteren ve BAL 6rnegdi alinan 18 yasin-
dan biiyiik tiim hastalar calismaya dahil edildi. immiin baskilanmis (hematolojik malig-
nite, solid organ nakli, son 3 ay icinde radyoterapi ve kemoterapi, KOAH disinda steroid
kullanimi) ve nétropenik (mutlak nétrofil sayisi < 500 mm?®) hastalar calisma disinda
birakildi.

Klinik Orneklerin Toplanmasi

Yogun bakim klinisyenleri tarafindan bronkoskopi uygulanan 44 hastadan toplam 77
BAL 6rnegi alindi. Birden fazla BAL yapilan hastalarin son alinan BAL 6rnekleri degerlen-
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dirmeye dahil edildi. BAL 6rneklemesi ile es zamanli klinik degerlendirme yapildi. YB yatis
siiresi ve IMV siiresi, yatis APACHE Il skorlari, klinik pulmoner enfeksiyon skorlari (CPIS),
Charlton komorbidite indeksleri (CCl), toplam kullanilan steroid dozlari, kullanilan an-
tibiyotikler, laboratuvar sonuglari ve radyolojik bulgular kaydedildi. BAL ornekleri ile eg
zamanl olarak serum ornekleri alindi; 3000 devirde 15 dakika santrifiij edildikten sonra
-20°C’de saklandi.

Klinik Orneklerde GM ve Aspergillus PCR Testleri

Alinan 6rnekler direkt mikroskopik inceleme ve fungal kiltlr yapildiktan sonra -20°C’de
saklandi. Fungal kiltur icin Sabouraud dekstroz agar kullanildi ve 2 giin 37°C’de, ardin-
dan 25°C’de 7 giin inkiibe edildi. izole edilen kiifler plaktaki ireme hizlari, renkleri, spor
ve hif yapilarinin mikroskobik 6zelliklerine gére morfolojik olarak tanimlandi.

GM Tespiti

Toplanan BAL ve serum orneklerinde GM antijeni Uretici firma (Platelia Aspergillus,
BioRad, Fransa) talimatlar dogrultusunda ELISA yontemi ile 1 ay icerisinde calisildi. Oda
isisinda ¢oziinen orneklerden 300 pL alinarak mikrosantrifiij tiiplne konuldu ve 100 pL
serum treatment solution (R7) eklendi. Pozitif kontrol, negatif kontrol ve esik deger (cut-
off) stispansiyonlarindan 300 uL santriflij tipline konulup 100 puL R7 eklendi. 97°C’de 3
dakika inktbe edildikten sonra 10.000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Kitin icerisinde
bulunan striplere 50 pL konjugat (R6) eklendi. Santriflij edilen 6rneklerin st sivisindan
50 pL alinarak konjugat iceren striplere eklendi; 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi ve ardin-
dan yikama solusyonu ile 5 kez yikandi. Cam bir steril tlp icinde, her bir strip icin 200 pL
TMB substrat tamponu (R8), 40 puL kromojen TMB (R9) karistirildi ve hazirlanan siispansi-
yondan 200 pL her bir kuyucuda dagitildi. 30 dakika isiksiz ortamda bekletildikten sonra
her bir kuyucuga 100 pL durdurma soltisyonu (R10) eklendi ve 2 dakika bekletildi. So-
nuglar spektrofometrede 450 nanometre dalga boyunda okundu (EIx800, BioTek, ABD).
Sonuglar, serum icin > 0.5, BAL ornekleri icin > 0.5-0.7-0.8-1.0-1.5-2.0 sinir degerlerine
gore pozitif ve negatif olarak degerlendirildi.

BAL Orneklerinden DNA izolasyonu ve PCR

Her BAL orneginden 300 pl alinarak tizerine 1000 pl eritrosit parcalama tamponu
eklendi. Bes dakika -20°C’de inkiibe edildikten sonra 10.000 devirde 3 dakika santrif(j
edildi; ustteki kisim atildi ve tizerine 100 pL parcalama soliisyonu ve 5 pL proteinaz K
eklendi. Ornekler 65°C’de 2 saat, daha sonra 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan
10.000 devirde 1 dakika santrifij edilen 6rneklerin tst kismindan 100 pL temiz tiplere
aktarildi. Uzerine 400 uL DNA erime//baglama soliisyonu eklendi ve karisim 65°C’de 10
dakika bekletildikten sonra 4°C’de tutuldu. Ependorf tiplerinin kapaklari acilmadan 6nce
spin santriflj uygulandi, Gizerine 500 pL DNA ¢oktlirme sollsyonu eklenip karistirildi. 15
dakika 13.000 devirde santrifij edildikten sonra Gst kisim tamamen alinip vakumlu sant-
rifdj ile kurutuldu. Son olarak, 50 uL DNA 6rnek ¢c6zme tamponu ile sulandirildi ve elde
edilen total DNA miktarlari DNA 6l¢ciim cihazinda olcuilerek DNA varligi kontrol edildi.

Elde edilen DNA ornekleri gercek zamanl PCR cihazinda ¢ogaltildi. Cogaltma basa-
magt icin en az 10 ng/uL DNA kullanildi. Cogaltma icin LightCycler (Roche Diagnostics,
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ABD) cihazi ve LightCycler yaziiminin 4.0 versiyonu kullanildi. BAL 6rneklerinden elde
edilen DNA’larin (reaksiyonda pozitif ve negatif kontrol olarak kullanildi) cogaltiimasin-
da Aspergillus’a 6zgul primer [ileri primer (F) 5-CTG TCC GAG CGT CAT TG -3’ ve geri
primer (R) 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT-3] ve problar (TagMan Probu; FAM-AGC CGA
CAC CCA ACT TTA TTT-TAMRA) kullanild.

Gergek zamanli PCR uygulamalarinda prob teknolojisi kullanildi. Amplifikasyon karisi-
mi; kalip DNA, FastStart DNA Master Plus HybProbe karisim tamponu, mantar primeri ve
problar (Eurogentec, Belcika) icerecek sekilde hazirlandi. Karisim malzemeleri -20°C’de
saklandi. Karisim 4°C’de sogutulan kursun blok icinde hazirlandi ve kursun blok, karisim
odasinda (temiz oda) ornek sayisi kadar kapiller ile dolduruldu. Karisim malzemesi sogu-
tucudan cikarildiktan sonra, tlpler alt Ust edilerek karistirildi.

Her 6rnek icin hazirlanan ana karisimdan 7.5 pL, DNA'dan ise 2.5 pL kapillerlere eklen-
di. Amplifikasyon kontroli icin sadece karisimdan 10 pL bir kapiller icerisine konuldu ve
negatif kontrol olarak kabul edilen, sadece bu kapillerin kapagi karisim odasinda (temiz
oda) kapatildi. Digerleri ise kursun blogun icinde ekstraksiyon odasinda bulunan biyogu-
venlik kabini icine gétiiriildii ve orada DNA 6rnegi eklendi. Ornekler hizli bir sekilde spin
santrifiij edilerek LightCycler® 2.0 (Roche, Almanya) cihazina yerlestirildi.

Prob kullanildigi icin amplifikasyon ¢ asamada gerceklestirildi; (1) denatiirasyon
(95°C’de 10 sn, sicaklik degisimi 10°C/sn), (2) hibridizasyon (zaman ve sicaklik primer-
lere bagli, sicakhk degisimi 5-20°C/sn), (3) uzama (72°C’de primerlere gore degisen za-
manlarda, sicaklk dedisimi 20°C/sn). Gercek zamanli PCR amplifikasyonu sonrasinda,
“absolute quantification” analizi incelenmistir.

IPA Olgu Tanimlan

Calismaya dahil edilen tim hastalar EORTC/MSG tarafindan olusturulan kriterler baz
alinarak gruplandirildi’. Ayrica daha énce yapilan klinik calismalar dikkate alinarak, genis
spektrumlu antibiyotik tedavisine yanit alinamayan, diger etiyolojik nedenlerle acikla-
namayan pnomoni ve kotiilesen PA akciger grafisi bulgular da klinik/radyolojik kriterler
olarak kabul edildi*>7. Oncelikle serum GM pozitifligi ve BAL érneklerindeki kiiltiir pozi-
tifligi mikolojik kriterler olarak belirlendi. BAL GM veya Aspergillus PCR yontemleri, olgu
tanimlarinin olusturulmasinda mikolojik kriter olarak kabul edilmedi. Kan GM pozitifligi-
nin iPA tani degerinin belirlenebilmesi icin, BAL GM poxzitifligi mikolojik kriter olarak ele
alindi ve iPA olgu tanimlari yeniden yapildi (Tablo I).

istatistiksel Analiz

Hastalar yiiksek olasi iPA, olasi iPA ve IPA olmayan olarak gruplandirildi; ancak istatis-
tiksel karsilastirmalarda olasi iPA grubu dislandi. Tanimlayici verilerden kategorik olanlar
frekans dagiimi ve yiizde ile 6lcim olanlar ise ortalama (£) standart sapma ve ortanca
(en buyik, en kiiclik degerler) olarak sunuldu. Hasta gruplarinin kategorik verilerinin kar-
silastinimasinda Ki-kare testi uygulandi. Ol¢iimle belirtilen verilerin karsilastirimasinda,
parametrik hipotez test kosullarinin karsilanamamasi nedeniyle non-parametrik testler-
den Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri kullanildi. iPA tanisinin konulmasinda, BAL
GM ve BAL Aspergillus PCR yontemlerinin tani degerinin belirlenmesi icin ROC analizi
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Tablo I. Olgu Tanimlarinin Olusturulmasi
EORTC/MSG kriterleri

Yiiksek olasi iPA Risk faktoru Steroid 0.3 mg/kg/giin > 3 hafta
(Risk faktérii + klinik/radyolojik prednizolon veya esdeger dozda steroid
kriter + mikolojik kriter) kullanimi

Radyolojik bulgular Toraks tomografisinde; hava hilal bulgusu,

nodidiler lezyon + halo belirtisi veya genis
spektrumlu antibiyotik tedavisine yanitsiz
pnomoni + PA grafide diger etiyolojik
nedenlerle aciklanamayan progresyon
Mikolojik kriter BAL sivisinda Aspergillus icin kultir

pozitifligi veya serum 6rneklerinde GM
pozitifligi (= 0.5)

Olasi iPA Risk faktori Steroid 0.3 mg/kg/giin > 3 hafta
(Risk faktori + klinik/ prednizolon veya esdeger dozda steroid
radyolojik kriter) kullanimi

Radyolojik bulgular Toraks tomografisinde; hava hilal bulgu-

su, nodiiler lezyon + halo belirtisi

veya genis spektrumlu antibiyotik
tedavisine yanitsiz pnémoni + PA grafide
diger etiyolojik nedenlerle aciklanamayan
progresyon

iPA olmayan Risk faktorii veya klinik/radyolojik kriterlerin bulunmamasi

uygulandi. Farkli BAL GM sinir degerleri, kan GM ve BAL Aspergillus PCR yontemi icin
duyarlilik, 6zgllik, pozitif ve negatif prediktif deger (PPD, NPD) hesaplandi. Istatistiksel
anlamlihk degeri p< 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma kapsaminda 13’U kadin, 31'i erkek 44 kisiye ulasiimis ve hastalar yiiksek olasi
IPA (n= 5), olasi iPA (n= 6) ve IPA olmayan (n= 33) seklinde gruplandirnimistir. Yiiksek
olasi IPA ve IPA olmayan gruplar; yas, altta yatan komorbid durumlar ve ¢oklu antibiyotik
kullanimi acisindan karsilastiriimis, istatistiksel anlamli fark saptanmamistir. Yiiksek olasi
IPA grubunda septik sok varlig, IPA olmayan grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulun-
mustur (sirastyla, %60 ve %21.2; p< 0.05). Kategorik olmayan tanimlayici degiskenler
acisindan, yiiksek olasi IPA ve IPA olmayan hasta gruplarinin karsilastirmasi Tablo 1I’de
sunulmustur.

BAL &rneklerinde GM ve Aspergillus PCR'in yiiksek olasi iPA tanisindaki degerinin sap-
tanmasi icin ROC analizi uygulanmistir. Yiiksek olasi IPA olgularinda BAL GM pozitifligi
icin ROC egrisi altinda kalan alan AUC 96.4 [%95 CI (90.4-100)], Aspergillus PCR pozitif-
ligi icin ROC egrisi altinda kalan alan AUC 67.0 [%95 CI (37.5-96.4)] olarak saptanmugtir.
Farkli GM sinir degerlerinin yiiksek olasi IPA olgularini tahmin giiciinii saptamak amaciyla
uygulanan ROC analizi sonuglari Sekil 1’de gortlmektedir.
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Tablo Il. Yiiksek olasi iPA ve iPA Olmayan Gruplarin Karsilastirmasi

Yiiksek olasi iPA olmayan
IPA (n=5) (n=33) P degeri*
Yas, yil (aralik) 82 (73-86) 73.5 (36-96) <0.05
APACHE Il skoru 19 (18-27) 22.0 (8-38) 0.80
CCl (aralik) 5.0 (3-7) 6.0 (0.10) 0.27
CPIS (aralik) 7.0 (6-9) 6.0 (3-9) 0.23
BAL o6ncesi YB yatis stiresi, guin (aralik) 19 (8-39) 8.0 (1-20) < 0.05
BAL 6ncesi IMV siiresi, glin (aralik) 12 (8-39) 8.0 (1-20) <0.05
BAL 6ncesi steroid dozu, mg (aralik) 460 (400-1250) 280 (40-1172) <0.05
BAL 6ncesi antibiyotik siiresi, glin (aralik) 19 (8-41) 9.5 (1-28) 0.057
BAL 6ncesi TZP kullanim siiresi, glin (aralik) 9 (2-13) 6(1-17) 0.73
BAL ile TZP son doz arasi siire, giin (aralik) 8.5 (5-20) 9.5 (1-30) 0.94
Kan GM (aralik) 0.35(0.26-0.98)  0.29 (0.21-0.85) 0.11
BAL GM (aralik) 2.76 (0.70-5.06)  0.37 (0.17-1.95) <0.05

* P< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamlidir. BAL: Bronkoalveoler lavaj; CCl: Charlton komorbidite indeksi;
CPIS: Klinik pulmoner enfeksiyon skorlari; GM: Galaktomannan; IMV: invazif mekanik ventilasyon;
iPA: invazif pulmoner aspergilloz; TZP: Piperasilin-tazobaktam; YB: Yogun bakim.
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Ozgiilliik

Sekil 1. Farkli BAL GM sinir degerlerinin yiiksek olasi IPA olgularini tahmin giici.

Aspergillus PCR, BAL GM ve serum GM tayini ydntemlerinin, yiiksek olasi iPA olgulari-
nin saptanmasindaki duyarllk, 6zglilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri Tablo Ill'te
verilmisgtir.
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Tablo Ill. Aspergillus PCR, BAL ve Serum GM Testlerinin Yiiksek Olasi iPA Icin Tanisal Degeri

Test Sinir Duyarhhk Ozgiilliik Pozitif prediktif Negatif prediktif
deger (%95 CI) (%95 CI) deger (%95 Cl)  deger (%95 Cl)
BAL GM >0.5 100 (47.9-100) 78.8(61.0-90.9) 41.6(15.3-72.2) 100 (86.6-100)
>0.7 100 (47.9-100) 87.9(71.7-96.5) 55.5(21.4-86.0) 100 (87.9-100)
>0.8 80.0(33.1-98.9) 90.9(83.8-93.8) 57.1(23.6-70.7) 96.8 (89.2-99.8)
>1.0 80.0(28.8-96.7) 90.9(75.6-97.9) 57.1(18.7-89.5) 96.7 (83.2-99.4)
Serum GM >0.5 33.3(4.9-36.8) 97.192.1-99.8) 66.7(13.0-98.2) 89.5(80.0-86.7)
BAL Aspergillus PCR 40.0(7.8-71.4) 939 (89.1-98.7)  50.0 (9.7-89.3)  91.2 (86.4-95.8)

Cl: Guven araligr (confidence interval).

TARTISMA

invazif fungal enfeksiyonlarin, yogun bakim (YB) iinitelerindeki sikligi ve hasta sagka-
limina etkileri artmaktadir. invazif Aspergillus enfeksiyonlari kandida enfeksiyonlarindan
sonra, YB hastalarinda en sik saptanan fungal enfeksiyonlardir'®'?. He ve arkadaslar'”
tarafindan KOAH ve YB hastalarinda yapilan calismada; YB 6ncesi hastanede yatis siresi,
coklu antibiyotik kullanimi, toplam antibiyotik kullanim suresi, steroid kiimdlatif dozu ve
APACHE Il skoru iPA gelisimi ile ilgili risk faktorleri olarak saptanmistir. KOAH, siroz, kronik
bobrek yetmezligi, diabetes mellitus, inhaler steroid kullanimi, invazif mekanik ventilas-
yon ve santral katater varligi, tanimlanmus olan diger iPA risk faktérleridir*”. Calismamiz-
da, nétropenik olmayan YB hastalarinda iPA insidansi %11.4 (5/44) olarak belirlenmis;
YB'da yatis siiresi, IMV siiresinin uzamasi, kullanilan kiimdilatif steroid dozu ve septik sok
varligi iPA ile iliskili risk faktorleri olarak degerlendirilmistir (p< 0.05; Tablo I).

Yogun bakimda steroid kullaniminin, Aspergillus turlerinin solunum yollarindaki kolo-
nizasyonu ve IPA gelisimini kolaylastirdig diisiiniilmektedir. Steroid kullanim siiresinde-
ki uzamanin, solunum yollarinda Aspergillus izolasyon sikhgini artirdigi gésterilmistir?®.
Steroid kullaniminin doza bagimli olarak IPA riskini artirdigi bilinmekte, ancak iPA riskini
artiran steroid dozu hakkinda gériis birligi bulunmamaktadir. Barberan ve arkadaslari'®,
solunum salgilarinda tekrarlayan Aspergillus tremeleri olan hastalarda 100 mg ve Ulzeri
steroid kullaniminin iPA ile iliskili oldugunu géstermislerdir. He ve arkadaslan'” da, kii-
miilatif 350 mg ve iizerinde prednizolon kullaniminin iPA riskini 8.6 kat artirdigini bildir-
misledir. Calismamizda da, literatiir?' bilgileri ile paralel olarak, steroid kullaniminin doza
bagimli olarak IPA gelisiminde etkili oldugu saptanmis ve yiiksek olasi iPA olgularinda
kiimilatif steroid dozu 460 mg olarak belirlenmistir.

Klinik ve radyolojik bulgularin ayirt edici niteliginin distik olmasi, IPA tanisinda mik-
robiyolojik yontemlerin kullaniimasini gerektirmektedir. N6tropenik hastalarda solunum
salgilarindan Aspergillus izolasyonunun iPA ile iliskili olma ihtimali yiiksektir. Ancak nétro-
penik olmayan YB hastalarinda kolonizasyon enfeksiyon ayrimi giicliikle yapiimaktadir'®.
Bu nedenle mikrobiyolojik tani yaklasimlari, konvansiyonel yontemlerden serolojik ve
molekiiler yontemlere dogru kaymaktadir. Viicut sivilarinda GM antijeninin saptanmasi
iPA tanisinda kullaniimaktadir. Serum GM antijeninin tekrarlayan pozitifligi, immiin siste-
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mi baskilanmis hastalarda iPA tanisinda oldukca yararlidir'2. Ancak YB hastalarinda serum
GM tayininin tanisal duyarliiginin %42’ye kadar diistiigi gésterilmistir'®. Calismamizda,
yiiksek olasi IPA ve iPA olmayan olgular arasinda serum GM diizeyleri acisindan fark
saptanmamistir. Serum GM diizeyinin, yiiksek olasi iPA olgularindaki tanisal duyarlihg
%33.3 olarak tespit edilmistir. Noétropenik olmayan IPA olgularinda inflamatuar yanitin
fazla olmasi nedeniyle, fungal ylikiin ve damar invazyonunun daha az olmasi, bu olgu-
larda serum GM duyarlihgindaki azalmanin en 6nemli nedenidir. Ayrica immun sistemi
normal hastalarda, GM antijeninin dolasimdan temizlendigi ve noétrofil sayisinin artmasi
ile serum GM antijenin tani degerinin diistigi de, yapilan calismalarla gdsterilmistir?2.

Bronkoalveoler lavaj sivisinda GM antijen tespitinin iPA tanisindaki duyarliligi, nétro-
penik ve notropenik olmayan hasta gruplarinda serum GM antijenine gore daha yuk-
sektir. Bu durum, testin, fungal yiikin fazla oldugu primer enfeksiyon bdlgesinde cali-
silmasindan kaynaklanmaktadir?>24, Ancak, serum GM antijeninin aksine, BAL sivisinda
GM antijeninin pozitif sinir degeri konusunda goris birligi bulunmamaktadir. D’Haese
ve arkadaslan?® tarafindan yapilan calismada, nétropenik ve nétropenik olmayan iPA
olgularinda optimal GM degeri > 0.8 olarak saptanmistir. Zou ve arkadaslari®* tarafindan
yapilan meta-analizde ise, IPA icin optimal GM degeri > 1.0 olarak bildirilmistir. Calisma-
mizda, BAL GM antijeninin, serum GM antijenine gore iPA tani degerinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. BAL sivisinda farkli GM sinir deg@erleri icin duyarlilik ve 6zgdlliikler belirlen-
diginde, nétropenik olmayan YB hastalarinda optimal BAL GM degeri > 0.7 olarak tespit
edilmistir (duyarhlik %100, 6zgullik %87.9; Tablo IlI).

Galaktomannan antijeni; beta-laktam antibiyotik kullanimi, Aspergillus kolonizasyonu,
diger mantarlar ve gidalarla capraz reaksiyon ve laboratuvar kontaminasyonu nedeniyle
pozitif olarak saptanabilmektedir?®?”. Aubry ve arkadaslar®® tarafindan yapilan calisma-
da, immunosipresif hastalarda beta-laktam kullaniminin, serum GM antijenini ortalama
Ucuincl giinde pozitiflestirdigi ve tedavi kesilmesine ragmen pozitifligin ortalama 5.5
glin devam ettigi gosterilmistir. Ayni calismada, antibiyotik siselerinden alinan 6rneklerin
%86'sinda GM poritifligi saptanmistir?®. Calismamizda, yiiksek olasi iPA ve iPA olmayan
hasta gruplari, piperasilin-tazobaktam (TZP) kullanimi acisindan karsilastirldiginda an-
laml bir fark izlenmemis; buna gére TZP kullaniminin yiiksek olasi iPA grubundaki BAL
GM porzitifligi ile iliskisi saptanmamistir.

Aspergillus PCR yénteminin iPA tanisinda kullanimi, hizli olmasi ve fungal yiikiin erken
doénemde belirlenmesinde yiiksek duyarliiga sahip olmasi nedeniyle yayginlasmaktadir.
Hematolojik maligniteli hastalarda, seri élciimlerdeki pozitifligin iPA ile iliskisi tanimlan-
mistir?®. Buna karsin, DNA salinimindaki dalgali seyir nedeniyle kan érneklerinde nega-
tiflikler saptanabilmektedir. Serum 6rneklerine gére, BAL'da uygulanan PCR’in duyarliligi
daha yiiksektir?®3°, Bu nedenlerden dolayi calismamizda, Aspergillus PCR calismasi icin
serum ornekleri yerine BAL 6rnekleri tercih edilmistir. Sun ve arkadaslari'® tarafindan
immdunosupresif hastalari kapsayan bir meta-analizde, BAL sivisinda yontemin duyarlilik
ve 6zgiilligi sirasiyla %91 ve %92 olarak belirtilmistir. Reinwald ve arkadaslarinin®' ca-
lismasinda da, immunosipresif hastalarda duyarlilik ve 6zgulliik sirasiyla %59 ve %87
olarak saptanmustir. Bir baska meta-analizde de, GM ve PCR yontemleri karsilastiriimis; iki
tanisal testin birlikte kullanimiyla, 6zgiillikte belirgin diisme olmadan duyarliigin artiri-
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labilecegi vurgulanmis, ancak PCR yonteminin GM antijen testine tanisal bir Gstinluga
saptanmamistir®2, Aspergillus PCR calismalarinda duyarlilik araliginin degisken olmasi,
yontemin standardize edilememesinden kaynaklanmaktadir. Ekstraksiyon yontemi, PCR
protokoldi, kullanilan primerler ve problardaki farkliliklar nedeniyle sonuclar degisebil-
mektedir'®3'. Aspergillus PCR ¢alismalarinin cogu, hematolojik maligniteli immiinostip-
resif hasta grubunda yapilmis olup, YB hastalarinda yontemin tanisal etkinligine dair
veriler yetersizdir. Calismamizda, BAL Aspergillus PCR yonteminin, YB hasta grubundaki
duyarlilik ve 6zgulligi sirasiyla %40 ve %93.9 olarak saptanmis; BAL GM antijen tespi-
ti ile kargilastinldiginda iPA icin tanisal bir Gstiinliigi tespit edilmemistir. Sonuc olarak,
notropenik olmayan YB hastalari, yatis sliresinin uzadigi ve yiiksek doz kiimiilatif steroid
kullaniminin varligi durumunda IPA gelisimi acisindan degerlendirilmelidir. Bu hastalarin
BAL sivisinda GM antijenin saptanmasi, diger tanisal ydntemlerle karsilastiridiginda iPA
tanisinda etkin olarak kullanilabilir.
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